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論　文　の　内　容　の　要　旨
　近年，顕微操作技術の発達に伴い，幹細胞を含む多様な体細胞や生殖細胞からの胚作出が可能となった。
このような胚の発生を観察することで，生殖細胞の受精能や体細胞ゲノムの可塑性に関する直接的な解析が
なされてきた。現在，これらの技術進路は岐路にあり，開発から応用の段階へ入っていると考えられる。特
に，幅広い情報力や解析力を持つ分子生物学と協調・融合させていくことにより，更なる発展の可能性を期
待されている。本研究では，顕微授精または核移植技術により作出された胚の発生に影響を与えながら決定
している遺伝的（genetic）とゲノム修飾的（epigenetic）要因について細胞生化学的手法を用いて解析した。
①　顕微授精胚の発生に影響する遺伝的要因の検証：一次精母細胞の顕微授精などには，未成熟卵子が用い
られるが，操作の便宜上，良好な卵子成熟に重要な卵丘細胞は除去されるため，その状態で成熟させた卵
子の質は低下する。卵丘細胞を保持しないマウス未成熟卵子体外成熟について，いくつかの生化学的特徴
を指標に成熟培地の最適化を行ったところ，卵子の質を向上させて発生を改善させることができた。また，
この成熟条件を一次精母細胞の顕微授精に応用し，従来は卵子細胞質の更新のために必要であった体内成
熟卵子への核置換をともなわずに産仔を得ることに成功した。しかし，第一減数分裂における姉妹染色体
の早期分離は，成熟環境の工夫では克服できなかった。このことから，卵子が持つ特徴の変化は発生に影
響を及ぼすが，導入された染色体の動態を改善できないことが示唆された。
②　顕微授精胚の発生を決定するゲノム修飾的要因の検証：雄性生殖細胞としてのゲノムの機能や遺伝子刷
り込み（父母に由来する各ゲノムに対して特異的にメチル化して機能的差異を与える機構）の状態が明ら
かではない ﬁrst-wave精子形成の過程にある精細胞の顕微授精を行った。その結果，生後初めて現れる半
数体生殖細胞である 17日齢の円形精子細胞から産仔を得ることに成功した。また，刷り込み遺伝子の解
析によって，この時期の精細胞における完全な刷り込みの完了が明らかとなり，満期発生をゲノム修飾的
な視点から裏付けることができた。
③　核移植胚の発生に影響する遺伝的要因の検証：マウスの卵子細胞質には，微小管形成中心として働く星
状体と呼ばれる構造が存在する。核移植の際に，これらが，移植されたドナー核にどのように働いている
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かを調べた。その結果，これらの星状体が集まってドナー核の周囲に紡錘糸を形成することが明らかとな
り，マウス核移植胚の最初の分割には，遺伝的安定性が寄与している可能性が示唆された。
④　核移植胚の発生を決定するゲノム修飾的要因の検証：始原生殖細胞（PGC）では，その発生過程で刷り
込み遺伝子のメチル化の消去と再確立が起こる。脱メチル開始後の妊娠 11.5－ 13.5日目の PGCをドナー
とした核移植から，発生は各 PGCのインプリント消去を正確に反映することが明らかとなっており，こ
の段階 PGCでは，少なくとも一部は胚の満期発生に必要な刷り込みが消えてしまっていることが示唆さ
れている。そこで，体細胞と同じ刷り込み状態を持つ消去開始前 10.5日の PGCからの満期発生産仔の作
出を試みた。その結果，生殖細胞クロー産仔が得られ，これらの個体の刷り込み状態は通常の受精胚と同
様であることが確認された。これらのことは，ゲノムのゲノム修飾的状態が胚発生に与える影響を明確に
している。
　以上の結果より，顕微授精と核移植技術によって作出された胚の発生には，それぞれ，遺伝的またはゲノ
ム修飾的な要因が影響していることが明らかとなった。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究では，顕微授精・核移植技術を基盤にして，通常の受精では得られない特殊な胚や胎仔を作出し，
胚の発生に影響している遺伝的およびゲノム修飾的な要因について生化学的な解析を行っている。すなわち，
生殖細胞や体細胞で起こっている劇的なゲノム変化を直接的に証明している。その結果，顕微授精と核移植
技術によって作出された胚の発生には，それぞれ，遺伝的またはゲノム修飾的な要因の両方が影響している
ことを明らかにした。
　膨大な数の要因が複雑に関与している胚発生の全貌を明らかにするには，さらに詳しい研究が必要である
が，本研究には，ある生物学的現象に対して多角的かつ総合的にアプローチしたという研究デザインに独創
性が見られる。また，本研究は生殖細胞や体細胞の中で起こっている劇的なゲノム変化の一部を明らかにし
たにすぎないが，このような情報の集積は，発生・分化・生殖などの全貌を明らかにしていくための重要な
研究基盤になると考えられる。
　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
